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I  
摘 要 
研究背景：近年来，NAAA 作为抗炎镇痛的靶标，在炎症，疼痛，癌症等各种疾
病进程中的作用已有越来越多的探究和验证。通过抑制 NAAA 的作用，可以提
高组织中 PEA 和 OEA 等脂肪酰基乙醇胺的含量，达到抗炎、镇痛以及神经保护
等作用。现有的 NAAA 抑制剂大多是局部用药，且活性较差，半衰期短，不利
于口服和整体动物实验，使用受到很大的限制，新型的 NAAA 抑制剂的研究已
成为当务之急。 
目的：本课题组已合成结构稳定，活性强，毒副作用小的 NAAA 抑制剂 F96，本
研究通过一系列实验确定 F96 在脑部的抗炎作用，并试图寻找到药物的作用方
式，探究其作用机理。 
方法：在课题组已合成 F96 的基础上，使用 LPS 造成短期急性和较长期的慢性
脑部炎症。使用 ELISA 的方法测定主要炎症因子在血清和脑组织中的含量；使
用 Real-time PCR 检测组织中相关炎症因子的表达以及 NAAA，NAPE-PLD，
PPAR-α 等相关基因的表达量；使用 Western Blot 检测部分炎症因子的蛋白表达
量以及小胶质细胞激活的标志性分子 Iba-1 的表达等；使用 LC-MS 连用的技术
测定脂肪酸乙醇胺的变化量；使用苏木-伊红染色观察脑部损伤和细胞迁移；使
用伊文思蓝测定对血脑屏障渗透率的影响；使用免疫荧光的方法观察小胶质细胞
和星形胶质细胞的激活状况；使用基因组分类测序的方法测定肠道菌群的改变，
反应其对脑部的影响；培养 BV-2 细胞，测定药物对其的影响。 
结果：F96 在 LPS 造模 1 小时的模型中显著降低血清中 TNF-α 的表达；F96 可
降低 c57/B6 小鼠脑部炎症因子的基因表达；F96 可恢复炎症小鼠脑部 PEA 的含
量，部分升高 OEA 含量，但不影响其他内源性脂质；F96 可抑制小胶质细胞和
星形胶质细胞的激活；F96 可纠正 LPS 造成的肠道菌群失调。 
结论：F96 对 LPS 造成的急性和慢性脑部炎症均具有一定的治疗作用，可通过抑
制小胶质细胞和星形胶质细胞的激活、抑制炎症因子从血浆透过血脑屏障向脑部
转移而实现药物作用。 
关键词：NAAA 抑制剂 中枢炎症 小胶质细胞 血脑屏障 肠道菌群
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Abstract 
Background:For the past few years, as an anti-inflammatory and analgesic target,the 
role of N-acylethanolamine hydrolyzing acid amidase(NAAA) in the process of 
inflammation, pain, cancer and other diseases  has  been exploration and verification 
far more before. Inhibiting the activity of NAAA can enhance comcentration of PEA 
and OEA in tissues,that belong to fatty acid ethanolamine (FAE),thus existing a certain 
degree of anti-inflammatory, analgesic, antiepileptic and neuroprotection . 
However,Most of the existing NAAA inhibitors are local application, show the low 
activity and the short half-life  ,which not conducive to oral administration and whole 
animal experiments,discourage the use of NAAA inhibitor.So it is essential and of grate 
value to find potent NAAA inhibitor. 
Objective:Our lab has synthesized a potent stable and highly selective NAAA inhibitor 
named F96 with low toxicity, In this study, we have established a series of experiments 
to determine the anti-inflammatory effect of F96 in the brain , trying to find out the way 
how the drug works, and explore the mechanism of effect. 
Method:Based on the synthesized of F96 in our group, we use LPS caused animal  
model of short-term acute brain inflammation and long-term chronic brain 
inflammation.The content of major inflammatory factors in serum and brain was 
determined by ELISA.Use real-time PCR to detecte the expression of inflammatory 
factors and NAAA, NAPE-PLD, PPAR-α on genetic in tissues.Use Western blot to 
analyze the protein  expression of the  inflammatory factors ,and marker molecule 
Iba-1 activated by microglia .Using the LC-MS technique to amount the change of fatty 
acid ethanolamine(FAE).The brain injury and cell migration were observed by  
hematoxylin-eosin staining and the permeability of blood-brain barrier was measured 
by Evans blue.The activation of microglia and astrocytes were observed by 
immunofluorescence. The changes in intestinal flora were measured by Genome 
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III  
sequencing, which cause some of effect on brain..BV-2 cells were cultured to determine 
the effect of the drug. 
Results:F96 is useful to decrease the expression of TNF-α in serum in the model of 
administration LPS for 1 hour.F96 can reduce the expression of inflammatory factors 
in brain on genetic in c57 / B6 mice.F96 can restore the content of PEA, partially 
elevated OEA content in the brain of inflammatory mice, but does not affect other 
endogenous lipids.F96 can inhibit the activation of microglia and astrocytes.F96 can 
rectify the  alteration of intestinal flora caused by LPS. 
Conclusions:F96 has a certain therapeutic effect on acute and chronic brain 
inflammation caused by LPS. It’s can be achieved by inhibiting the activation of 
microglia and astrocytes and inhibiting the transfer of inflammatory factors from 
plasma to brain. 
Key words: NAAA inhibitor; Central inflammation; microglia; Blood-brain barrier; 
Intestinal flora 
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第一章 前言 
1.1 NAAA 抑制剂 
1.1.1 大麻素系统简介 
内源性大麻素系统（Endogenous cannabinoid system，ECs）由大麻素受体、
内源性大麻素、内源性大麻素的合成代谢酶、以及转运蛋白构成。 
目前鉴别出的大麻素受体主要有大麻素受体 I 型（CB1）、大麻素受体 II 型
（CB2）和 G 蛋白偶联受体 55（GPR55）。CB1 和 CB2 是最主要的大麻素特异性
受体,多数大麻素对中枢神经系统的影响依赖于 CB1 受体的活化，但 CB1 受体的
表达并不仅限于中枢神经系统，在生物体的不同位置广泛表达
[1]
。CB2 受体最初
在外周免疫系统中发现，也存在于星形胶质细胞和某些神经元群体中
[2]
。 
内源性大麻素种类繁多，N-花生四烯酰乙醇胺(anandamide ,AEA)和花生四烯
酸甘油酯(2-arachidonoylglycerol ,2-AG)是两个研究最多的内源性大麻素家族的
成员。1992 年鉴定 AEA 为 CB1 受体的激动剂。1995 年证明 2-AG 也是 CB1 受体
的另一激动剂
[3]
。AEA 在脑中的水平远低于 2-AG，但对 CB1 受体的亲和力远高
于 2-AG。同时，2-AG 与 CB2 结合的亲和力远高于 AEA。神经元的 AEA 和 2-
AG 的合成具有 Ca2+和神经受体依赖性[4, 5]，新合成的 AEA 和 2-AG 与巨噬细胞
和肥大细胞上的 CB1 / CB2 受体结合，也能与神经元上的 CB1 受体结合。这些 CB
受体活化之后对巨噬细胞和肥大细胞释放的促炎细胞因子产生抑制作用，巨噬细
胞产生抗炎细胞因子（如 IL-4 和 IL-10），抑制钙信号传导和神经元释放神经递
质，阻止动作电位的激发和传递
[6]
。或者，巨噬细胞和肥大细胞释放的 TNF-α 和
IL-1β 通过调节 NAPE-PLD 而降低 PEA 水平，激活核因子 NF-κB[7]， NF-κB 进
一步上调 COX-2 和促炎细胞因子（如 TNF-α，IL-1，IL-6 和 IL-8）的表达。N-
棕榈酰乙醇胺（Palmitoylethanolamide，PEA）和油酰乙醇胺（oleoylethanolamide，
OEA）由于和内源性大麻素具有相似的结构和功能，被称为类内源性大麻素。 
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脂肪酰基乙醇胺（Fatty acid ethanolamine，FAE）广泛分布在中枢神经系统
（Central Nervous System，CNS）和外周免疫系统中 [8]，是一类由饱和 FAE，单
不饱和 FAE 和多不饱和 FAE 组成的调节分子，由酰基链的长度和不饱和度所区
别，AEA、PEA、OEA 都属于 FAEs。FAE 涉及许多病理生理过程，如疼痛、炎
症、焦虑、认知和食物摄取
[9]
，可减轻疼痛和炎症，调节运动和食欲，并通过大
麻素受体或激活过氧化物酶体增殖物激活受体 α（PPAR-α）产生抗癌、抗焦虑和
神经保护功效。N-棕榈酰乙醇胺（PEA）是抗炎止痛剂，是 PPAR-α 的配体[10]，
大量证据表明 PEA 和 OEA 对 CB 受体不具显著亲和力,其药理效应在 PPAR-α 敲
除小鼠中不存在，可被 PPAR-α 拮抗剂阻断，并被 PPAR-α 激动剂模拟[11]。油酰
乙醇胺（OEA）是 GPR119 和 PPAR-α 激动剂，表现出控制食欲和脂肪分解的作
用，并且控制肠中的肠降血糖素分泌
[12]
。虽然 PEA 和 OEA 不是大麻素受体 CB1
和 CB2 的内源性配体，但它们可通过“随从”效应减弱 AEA 的生物降解，调节
AEA 的浓度[13]。 
FAE 衍生自棕榈酰磷脂酰乙醇胺（NAPE）的膜前体，FAEs 由一系列内源
酶合成，包括棕榈酰磷脂酰乙醇胺磷脂酶 D（NAPE-PLD），二酰基甘油脂肪酶 
图 1.1 FAE 的生物合成与降解 
Fig.1.1 Biosynthesis and biodegradation of FAEs 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 前言 
3  
（DAGL）或磷脂酶 C（PLC）。其代谢由脂肪酰胺水解酶（FAAH），单酰基甘
油脂酶（MAGL），N-脂肪酰基乙醇胺水解酶（NAAA）和环氧合酶 2（COX-2）
介导。 
FAAH 和 NAAA 是两种酶具有底物特异性的水解酶，将 FAE 水解成乙醇胺
和相应的游离脂肪酸
[14]
。 
1.1.2 NAAA 与 NAAA 抑制剂 
FAE 在疼痛、炎症和能量平衡中有重要作用，其浓度通过 NAAA 和 FAAH
来控制，这两种酶的主要不同在于催化性质和亚细胞定位。NAAA 和 FAAH 对
不同底物的活性不同，NAAA 优先水解单不饱和的 FAE 和饱和的 FAE，如油酰
乙醇胺（OEA，18：1）[15]和 N-棕榈酰乙醇胺（PEA，16：0）[16]。FAAH 优先水
解多不饱和 FAE，如 N-花生四烯酰乙醇酰胺（AEA,20：4）[17]。 
FAAH 是内质网局部的丝氨酸水解酶，在中性或碱性环境下活性最佳，并暴
露出催化三联体：Lys-Ser-Ser。许多选择性的 FAAH 抑制剂可治疗焦虑，抑郁和
神经性疼痛
[14]
。 
NAAA 于 2001 年从大鼠肺中分离，并于 2005 年克隆[17]，是一种胆酰甘氨酸
水解酶，特点是具有切割非肽酰胺键的能力，参与 FAE 的失活水解。与 FAAH
相比，NAAA 对 pH 更加敏感，NAAA 在中性，碱性或强酸性环境下几乎无活
性，仅在 pH 4.5-5 时具有催化活性[18]。在大鼠肺、脾、肠和脑的溶酶体中均有表
达，并且在巨噬细胞中高度表达。在人组织中， NAAA 表达水平在前列腺相对
较高
[18]
。与该家族的其他成员相似，NAAA 起初是无活性酶原，通过肽链的非特
异性切割活化（从 48 kDa 形式到 30 kDa 活性形式）,由 Cys131（在小鼠中）或
Cys126（在人中）负责酶自身的蛋白水解[17]。由计算机模拟的人来源 NAAA 包含
三个主要催化位点：Cys126，Arg142 和 Asp145[18]，这三个残基任何一个突变都
会导致酶催化活性完全消失，证明 Cys126，Arg142 和 Asp145 在与底物的相互
作用中都具有关键性作用
[19]
。NAAA 与酸性神经酰胺酶（AC）具有 33-34％的同
一性，AC 催化中链神经酰胺的水解，是细胞衰老和凋亡的重要介质，在鞘氨醇
的构成中也十分重要
[17]
。 
PEA 可抑制肥大细胞脱粒控制外周炎症，在急性和慢性疼痛中发挥显著的
作用，包括组织损伤，神经损伤和炎症
[19]
。过去几十年，抑制降解酶增加 FAE 浓
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